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Os exopolissacarídeos (EPS) produzidos por bactérias probióticas possuem 
propriedades funcionais, com diversidade de aplicação na área da indústria de 
alimentos e farmacêutica, o que tem despertado interesse em pesquisas buscando 
novas fontes de micro-organismos produtores como sua caracterização e aplicação. 
O objetivo desta pesquisa foi produzir exopolissacarídeos por Lactobacillus 
paracasei ssp. paracasei DSM20312 isolado do queijo da Canastra, que é um 
produto brasileiro produzido de forma artesanal e com características organolépticas 
muito bem definidas, e deste modo caracterizar os EPS e avaliar seu potencial 
prébiótico. O micro-organismo foi isolado do queijo da Canastra na cidade de São 
Roque, Minas Gerais. Foi identificado por analise molecular em espectrometria de 
massas (MALDI TOF), e submetido a um teste preliminar de produção de EPS. O 
micro-organismo Lactobacillus paracasei ssp. paracasei DSM20312 isolado foi 
avaliado como probiótico, testando sua resistência in vitro a sensibilidade gástrica e 
sais biliares; bem como capacidade antagônica frente a linhagens patogênicas. A 
produção de EPS Lactobacillus paracasei ssp. paracasei DSM20312 em Biorreator 
(BioFlo 310), ocorreu em condições de anaerobiose em 48 horas. A evolução dos 
EPS foi analisada por microscopia e quantificação pelo método de Dubois; a 
extração foi por centrifugação, filtração em membrana de diálise e liofilização do 
EPS. A caracterização por Espectroscopia de infravermelho (FT-IR), e Ressonância 
Magnética Nuclear (9,4T em 400 MHz para frequência de H e C), usando a técnica 
de 13C, os dados foram tratados em software (Origin 8.0). O EPS foi submetido a 
teste in vitro em condições digestórias por 6 horas, simulando a digestão da fase 
bucal até a fase intestinal; avaliou-se a alteração do diâmetro do EPS nas fases da 
digestão, e se houve liberação de glicose por Cromatografia de Ions (Dionex). O  
EPS digerido foi recuperado do meio por centrifugação e avaliou-se a capacidade de 
estimular a bifidogenia pela linhagem de Bifidobacterium animallis por 12 horas. Os 
resultados revelaram que a linhagem Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 
DSM20312, tem potencial probiótico, podendo ser aplicada para a produção  de 
EPS. A produção em Biorreator foi constante, durante as 48 horas de fermentação. 
O EPS produzido foi caracterizado como sendo uma dextrana α (1-6). A dextrana 
produzida por Lactobacillus paracasei ssp.paracasei DSM20312, foi resistente às 
 
condições de estresse fisiológico, não alterando a estrutura e liberando valores de 
glicose (362,2 µg/g glicose) ao longo da simulação, estimulou a bifidogenia da 
linhagem Bifidobacterium animallis (7,98logUFC.ml -1) acidificando o meio. Em 
síntese o Lactobacillus paracasei ssp. paracasei DSM20312 produziu uma dextrana 
α (1-6), com potencial aplicação como prebiótico. 
 







Exopolysaccharides (EPS) produced by probiotic bacteria have functional properties, 
with diverse application in the food and pharmaceutical industry, which has aroused 
interest in research seeking new sources of producing microorganisms as their 
characterization and application. The objective of this research was to produce 
exopolysaccharides by Lactobacillus paracasei ssp. paracasei DSM20312 isolated 
from Canastra cheese which made by peasants in Brazilian product with very well 
defined organoleptic characteristics, thus characterizing EPS and assessing its 
prebiotic potential. The microorganism was isolated from Canastra cheese in the city 
of São Roque, Minas Gerais. It was identified by molecular analysis in mass 
spectrometry (MALDI TOF), and subjected to a preliminary EPS production test. The 
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei DSM20312 alone was evaluated as probiotic, 
evaluating its in vitro resistance to gastric sensitivity and bile salts; as well as 
antagonistic evaluation against pathogenic strains. The production of EPS 
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei DSM20312 in Bioreactor (BioFlo 310), 
occurred under anaerobic conditions within 48 hours. The evolution of EPS was 
analyzed by microscopy and quantification by Dubois method; Extraction was by 
centrifugation, dialysis membrane filtration and EPS lyophilization. Characterization 
by Infrared Spectroscopy (FT-IR), and Nuclear Magnetic Resonance (9.4T at 400 
MHz for H and C frequency) using the 13C technique, the data were processed in 
software (Origin 8.0). EPS was tested in vitro under digestive conditions for 6 hours, 
simulating digestion from the oral to the intestinal phase; It was evaluated the 
alteration of the EPS diameter in the digestion phases, and if there was glucose 
release by Ion Chromatography (Dionex). Digested EPS was recovered from the 
medium by centrifugation and the ability to stimulate bifidogeny by the 
Bifidobacterium animallis strain was evaluated for 12 hours. The results revealed that 
the Lactobacillus paracasei ssp. paracasei DSM20312 has probiotic potential and  
can be applied for EPS production. Bioreactor production was constant during 48 
hours of fermentation. The EPS produced was characterized as a dextran α(1-6).  
The dextran produced by Lactobacillus paracasei ssp.paracasei DSM20312, was 
resistant to physiological stress conditions, not altering the structure and releasing 
 
glucose values (362.2 µg/g glucose) throughout the simulation, stimulated bifidogeny 
of the Bifidobacterium animallis strain ( 7,98 logUFC/mL-1) acidifying the medium. In 
summary Lactobacillus paracasei ssp. paracasei DSM20312 produced a dextran α(1- 
6) with potential application as prebiotic. 
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Os exopolissacarídeos (EPS) são considerados polissacarídeos de alto peso 
molecular e podem ser produzidos por micro-organismos. 
 
As bactérias acido-láticas (BAL) são produtoras de exopolissacarídeos 
com potencial aplicação na indústria farmacêutica e de alimentos. As BAL‟s são em 
grande parte consideradas probióticas, e os EPS produzidas podem ser aplicados 
como prebióticos. 
 
Os primeiros estudos de produção e caracterização de EPS ocorreram na 
década de 50. As pesquisas evoluíram com Ruas Madiedo (1988), que observou o 
potencial de aplicação dos EPS na indústria de laticínios, como agente espessante e 
de viscosidade dos produtos. Após a denotação do termo de alimentos funcionais e 
probióticos; os EPS passaram a ser produzidos com o intuito de avaliar sua 
capacidade funcional assemelhando-os às fibras e sendo classificados como 
prebióticos (SHAH E PRAJAPATI, 2013). 
 
Desde então pesquisas evoluíram buscando fontes alimentares de micro- 
organismos produtores de EPS com capacidade funcional. Os resultados revelam 
que os EPS tem atividade na redução do colesterol, diminuindo o risco de doenças 
coronárias, atividade bifidogênica, estimulando o crescimento de bactérias  
benéficas, exclusão de patógenos do trato-gastrointestinal, imunomoduladores, 
anticancerígenos, antialérgicos entre outras propriedades benéficas a saúde 
(VINDEROLA e REINHEIMER, 2013). 
 
Com base nestas informações, esta pesquisa teve como objetivo isolar e 
identificar uma linhagem endógena do queijo da Canastra, para a produção de 
exopolissacarideos e avaliar o potencial deste EPS como prebiótico; valorizando 











Produzir exopolissacarideos por Lactobacillus paracasei ssp. paracasei DSM20312 




 Selecionar e identificar o micro-organismo Lactobacillus paracasei ssp. 
paracasei. 
 Realizar teste prelimininar da produção de EPS. 
 Avaliar o potencial probiótico de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 
isolada do queijo da Canastra: região de São Roque de Minas-MG 
 Analisar seu comportamento frente ao estresse ácido e sais. 
 Produzir exopolissacarídeos em fermentação controlada (fermentador 
BIOFLO-310) 
 Quantificar e caracterizar os EPS produzidos por Lactobacillus paracasei ssp. 
paracasei 
 Caracterizar quimicamente o EPS em espectroscopia de Infravermelho e 
ressonância magnética nuclear 13C. 
 Avaliar in vitro o comportamento da dextrana α (1-6) em condições 
digestórias. 
 Analisar alteração no perfil de glicose dos EPS e a estimulação da bifidogenia 







ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIA LÁCTICA DO QUEIJO DA 
CANASTRA: ESTUDO PRELIMINAR DA PRODUÇÃO DE 
EXOPOLISSACARÍDEOS 
 
Adami, A. A.V. Pastore. G.M. 
 




Amostra de Queijo da Canastra foi coletada no estado de Minas Gerais, Brasil. Com 
o objetivo de isolar linhagens produtoras de exopolissacarídeos. O isolamento das 
linhagens foi em meio de cultura Agar MRS (Man Rogosa e Sharpe), e a 
identificação através de analise morfológica, bioquímica e também molecular por 
Espectrometria de massas em aparelho MALDI TOF; o teste preliminar para 
produção de exopolissacarídeos foram em meios de cultura contendo lactose (10%) 
e sacarose (10%) em condições específicas de pH e temperatura por um período de 
15 dias, seguido do teste da formação de colônia mucoíde através da mistura de 
uma alçada da porção da substância em 2mL de álcool absoluto a 4°C em tubo de 
ensaio. O isolamento e a identificação revelou uma linhagem endógena de 
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei; a linhagem mostrou ser produtora de 
exopolissacarídeos, nas condições analisadas. 
 




Canastra Cheese sample was collected in the state of Minas Gerais, Brazil. In order 
to isolate exopolysaccharide producing strains. The isolation of the strains was in 
MRS Agar culture medium (Man Rogosa and Sharpe), and the identification through 
morphological, biochemical and also molecular analysis by MALDI TOF mass 
spectrometry those preliminary test for exopolysaccharide production was in culture 
media containing lactose (10%) and sucrose (10%) under specific pH and 
temperature conditions for a period of 15 days, followed by the testing of mucoid 






in a test tube. Isolation and identification revealed an endogenous strain of 
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei the strain showed to be exopolysaccharide 
producer under the conditions analyzed. 
 




As bactérias lácticas (BAL) são em sua grande maioria probióticas, estes são 
micro-organismos vivos que quando administrados de forma e em quantidades 
corretas, conferem benefícios para a saúde (WHO, 2018). A atividade bifidogênica 
destes microrganismos é reforçada com o consumo de alimentos prebióticos, são 
ingredientes fermentados que exercem mudanças na composição e/ou atividade da 
microbiota gastrointestinal, conferindo assim benefícios à saúde do hospedeiro 
(WHO, 2018). 
 
As bactérias lácticas possuem a capacidade de converter açúcares, ácidos 
orgânicos e outros substratos que contribuem para melhorar a textura e a 
viscosidade de produtos fermentados por meio da produção de EPS (GRANDI, 
2010). 
 
Os exopolissacarídeos (EPS) bacterianos têm ganhado destaque na indústria 
de alimentos, com aplicação em vários setores, para incorporar e estruturar 
produtos, aumento da estabilidade e viscosidade, devido às suas propriedades 
reológicas. Atualmente os EPS têm sido alvo de pesquisas referente as suas 
propriedades funcionais, devido ao fato de possuir estruturas semelhantes às fibras 
insolúveis. Estes biopolímeros sofrem alterações na sua estrutura química em 
relação ao micro-organismo, meio de fermentação, pH, temperatura, tempo de 
produção entre outros fatores. Eles são classificados em homopolissacarídeos que 
possuem apenas uma unidade de monossacarídeo em sua composição e em 
heteropolissacarídeos que possuem unidades repetidas e diferentes de 
monossacarídeos (KUMAR; MODY; JHA, 2007). A composição química dos 
exopolissacarídeos sofre influencia direta do micro-organismo, do tipo de 







Os EPS sintetizados por bactérias lácticas são considerados seguros para o 
consumo, deste que estas sejam probióticas (SHAH E PRAJAPATI, 2013). Essas 
moléculas de alto peso molecular (EPS) são consideradas estruturas químicas 
resistentes às condições gastrointestinais, e geram benefícios como redução do 
colesterol (LEVRAT-VERNY et al., 2000), modulação do sistema imunológico, 
possuem potencial anticancerígeno, redução da fixação de bactérias patogênicas na 
mucosa intestinal e possuem efeito bifidogênico. (KIM, OH E KIM, 2006) 
 
Os exopolissacarídeos podem ser produzidos durante a fabricação dos 
produtos lácteos ou serem incorporados durante o processamento. O mais comum e 
mais viável é que ocorra sua produção durante o tempo de fabricação e maturação 
dos produtos. Os EPS têm sido incorporados como ingredientes na produção de 
alimentos, principalmente os lácteos como manteiga, queijos, iogurtes, sorvetes e 
outros (CERNING E MARSHALL, 1999). 
 
Os EPS agregam características peculiares aos produtos lácteos, melhorando 
sua textura e até o shelf life do produto. Há vários estudos que relatam o uso de  
EPS na fabricação de iogurtes, beneficiando as características do produto como 
melhora da viscosidade e diminuição da sinérese; agindo como um estabilizante. No 
caso de queijos há a aplicação de culturas iniciadoras que sintetizam EPS, 
conferindo uma consistência mais firme diminuindo seu tempo de maturação 
(NEPOMUCENO, 2012). 
 
Os EPS produzidos por bactérias ácido lácticas têm sido pesquisados e sua 
aplicação como aditivo funcional também. A adição desta fibra na formulação de 
novos produtos agrega valor comercial e nutricional aos produtos (DE VUYST et al., 
1999). 
 
O Queijo da Canastra, é um queijo produzido de forma artesanal na região da 
Serra da Canastra, no estado de Minas Gerais, Brasil; é um produto típico regional;  
a fabricação é feita de maneira tradicional nas fazendas usando o de leite cru e 
apresentando grande variabilidade na sua microbiota (COSTA et al., 2009). 
Pesquisas sobre as bactérias ácido lácticas deste queijo têm sido desenvolvidas, 
mais ainda são limitadas. Formada por uma cadeia de montanhas a Serra da 






sudeste do Estado de Minas Gerais, entre os meridianos 46º15´W e 47º00´W e os 
paralelos 20º00´S e 20º30´S. Abrange parte dos Municípios de São Roque de Minas, 
Sacramento e Delfinópolis, compreendendo uma área de 71.525 alqueires, 
delineada por um perímetro de 173,4 Km. A Serra recebe este nome devido ao seu 
formato em forma de baú ou canastra, como é dito em Minas Gerais (CORREA, 
QUINZANI E CAPOVILLA, 2014). 
 
O queijo da Canastra e descrito por Andrade (2014 p.1): 
 
(...) produto típico mais importante da região é o queijo Canastra, 
artesanal e feito de leite cru. Produzido há mais de duzentos anos, 
ele é primo distante do queijo da Serra da Estrela, de Portugal, 
trazido pelos imigrantes da época do Ciclo do Ouro. O clima, a 
altitude, os pastos nativos e as águas da Canastra dão a esse queijo 
um sabor único: forte, meio picante, denso e encorpado. Desde maio 
de 2008 o queijo canastra é patrimônio cultural imaterial brasileiro, 
título concedido pelo IPHAN, o Instituto do Patrimônio Histórico e 
Artístico Nacional. O queijo Canastra deve ser consumido curado ou 
meio curado, com pelo menos uma semana de maturação. Com o 
passar dos dias, ele adquire uma bela cor dourada e vai enrijecendo 
de fora para dentro (...) depois da ordenha, o leite é colocado num 
tambor onde recebe o coalho e o “pingo”, uma espécie de fermento 
líquido, extraído da produção do dia anterior. Depois de algum 
tempo, o leite talha e é retirado em porções de massa que são 
espremidas manualmente e colocadas em moldes redondos. Por 
cima da massa cuidadosamente compactada, vai o sal grosso. Por 
baixo da forma, o soro escorre finalizando um processo que dura 24 
horas. Só então o queijo sai dos moldes e vai para uma prateleira 
arejada. Com exceção da ordenha, todo o ritual acontece na 
chamada “casinha de queijo”. 
 
Toda esta riqueza de detalhes e peculiaridades e que faz deste queijo um 
produto único, com potencial e ser explorado. Apesar de que na região os queijos 
são produzidos da mesma maneira, cada um tem o seu sabor e aroma característico 
de cada queijaria (CORREA, QUINZANI E CAPOVILLA, 2013). 
 
O objetivo deste capítulo foi isolar e identificar linhagens endógenas de 
bactérias ácido-lácticas do Queijo da Canastra produzido em São Roque de Minas, 





2.0 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Seleção e Coleta das amostras 
 
Foi realizada uma seleção de possíveis linhagens produtoras de 
exopolissacarídeos; estas foram isoladas do queijo da Canastra e cultivadas em 
meio MRS (Man Rogosa e Sharpe). As amostras coletadas estavam todas nos 
prazos determinados de validade, foram adquiridas no comércio local da cidade. As 
amostras foram transportadas em caixas isotérmicas com termômetro acoplado, 
mantendo temperatura de refrigeração de 10°C, até ao momento das análises. As 
amostras foram produzidas em laticínios registrados nos órgãos de fiscalização 
exigidos pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento). 
 
2.2 Cultivo e isolamento das linhagens 
 
A metodologia adotada para a execução da pesquisa foi adaptada do 
estudo realizado por ADAMI (2013) e PAULO et al., (2012). Os experimentos foram 
conduzidos no laboratório de Microbiologia do Centro Universitário de Itajubá-MG. 
 
Pesou-se 25g de queijo no vidro de relógio e transferiu-se para o erlenmeyer 
contendo 225 mL de água peptonada 5%, sendo a mistura agitada com um bastão 
de vidro. 
 
Seguiu-se com a diluição seriada de 101 a 10-³ em solução peptonada 5%, 
onde cada tubo de ensaio continha 9 mL da mesma. Transferido para o tubo 10° 
alíquotas de 1 mL da solução contida no erlenmeyer e para os demais tubos foram 
transferidos 1 mL da amostra contendo a solução do tubo anterior. Sendo no total, 
quatro tubos de ensaio. 
 
Para cada diluição utilizou-se duas placas de Petri com o meio sólido Ágar 
MRS (Man, Rogosa e Sharpe). Em cada placa foi adicionado 0,1 mL da respectiva 
solução pelo método de plaqueamento spread plate (Figura 2). Em seguida as 
placas foram incubadas a 37°C, em jarra de anaerobiose, com reagente (Anaerocult, 
Merke) por 24 horas as culturas foram mantidas em anaerobiose até o momento da 





2.3 Identificação morfológica 
 
Após 24 horas foi confirmado crescimento de colônias características: branca 
gelatinosa, em formatos arredondados e transparentes. Foi selecionada uma placa 
com as colônias desenvolvidas para coloração de Gram para verificar a presença de 
bactérias ácido-lácticas e observadas ao microscópio em objetiva de 100x, com 
auxílio de óleo de imersão. 
 
2.4 Prova de catalase 
 
A prova foi realizada colocando-se uma gota de solução aquosa de peróxido de 
hidrogênio a 5% numa lâmina e, em seguida, com uma alça de platina, colocou-se 
uma porção da colônia de lactobacilos sobre a gota. A prova é considerada positiva 
quando há borbulhamento ou efervescência devido à liberação do oxigênio, as 
linhagens de bactérias ácido-lácticas são catalase negativa. 
 
2.5 Identificação molecular 
 
A identificação molecular foi realizada no Laboratório Especial de Microbiologia 
Clinica (LEMC) na Universidade Federal de São Paulo, por identificação em 
Espectrometria de massas em aparelho MALDI TOF (Bruker Daltonics, Alemanha), e 
a interpretação de resultados em software MALDI Biotyper software 3.0 (Bruker 
Daltonics, Bremen, Alemanha). 
 
Os micro-organismos foram mantidos em meio YEL-MRS (1% lactato de sódio, 
60% de caldo MRS e 1% de extrato de levedura) a 4°C. 
 
Para a identificação 1 μL do extrato bacteriano foi aplicado em triplicata em  
uma placa-alvo de aço inoxidável, seco ao ar e coberto com 1μL de solução de 
matriz HCCA (solução saturada de ácido α-4-ciano-hidrocinâmico em 50% de 
acetonitrila e 2,5% de solução de ácido fluoracético). Os espectros de massa foram 
determinados pelo instrumento Bruker Daltonics Microflex LT utilizando o software 
MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). A identificação de 
espécies e gêneros foi obtida quando os escores foram ≥2,0 e entre ≥1,7, conforme 





2.6 Teste preliminar de produção de EPS: em placas 
 
Para o teste de produção de EPS, a linhagem identificada, foi adicionada em 
dois meios de cultura contendo fonte de carbono em condições diferentes. 
 
Um meio contendo sacarose 10% em pH 7,5 e temperatura de 28°C e o outro 
meio contendo lactose 10% em pH 5,5 e temperatura 44°C (PAULO et al., 2012). 
 
Em cada placa, com o auxílio de uma pinça foram adicionados dois discos 
estéreis de papel filtro de 10 mm de diâmetro cada, sendo um disco o controle e o 
outro disco o teste onde foi inoculado 10 µl da cultura isolada. Em seguida foram 
vedadas as placas e incubadas por quinze dias nas temperaturas de 28°C para a 
sacarose (10%) e 44°C (lactose 10%). 
 
Após a incubação, a produção de EPS foi avaliada com base na formação de 
uma colônia mucóide esbranquiçada sobre e ao redor dos discos de papel filtro.  
Para confirmação foi realizado o teste através da mistura de uma alçada da porção 
da substância mucóide em 2mL de álcool absoluto a 4°C em um tubo de ensaio 
(PAULO et al., 2012) 
 
3.0. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
A amostra de queijo da Canastra apresentou crescimento satisfatório de 
colônias de bactérias ácido lácticas nas condições de isolamento (meio, temperatura 
e anaerobiose). Na coloração para identificação morfológica notam-se as mesmas 
características de bactérias ácido-lácticas (figura 1). Perfil citado por Cerning (1995) 
relatando que bactérias lácticas são imóveis, com morfologia variável de formas 
arredondadas a bastonetes alongados. Elas formam colônias redondas 
diferenciando sua cor entre o branco e creme. 
 
No caso na prova bioquímica todas as amostras foram catalase negativa, 








Figura 1:Colônias características de bactérias ácido lácticas após serem submetidas 
a condições de isolamento. 
A: Colônias em Agar MRS. B: Colônias em microscopia 
 
 
Com a identificação molecular foi possível a confirmação do micro-organismo 
em questão de cada amostra, os resultados foram gerados e interpretados conforme 
tabela abaixo (tabela 1 e 2) em software MALDI Biotyper software 3.0. 
 
Tabela 1: Score de valores para interpretação de resultados 
Alcance Descrição Símbolos Cor 
2,300.....3,000 Identificação da espécie comprovada +++ Verde 
2,000.....2,299 Identificação segura do gênero, identificação 
provável das espécies. 
++ Verde 
1,700....1,999 Gênero provável identificado + Amarelo 
0,000....1,699 Não é possível identificar - Vermelho 
Resultados expressos em Score ≤1,699 não devem ser aceitos, há rejeição da amostra. 
* verde: Outras amostras com a cor verde são da mesma espécie que a primeira. 
Outras correspondências "amarelas" são pelo menos do mesmo gênero que a primeira 




A produção de queijo artesanal, assim como o queijo da Canastra, não se faz 
uso de culturas comerciais para a fermentação, a microbiota natural do leite é 
responsável pela fermentação e as características organolépticas do queijo (COGAN 






natural por bactérias ácido-lácticas, uma vez, que a produção é realizada com leite 
cru. 
 








 1,998*  
 2,023  
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 
DSM20312 
 47714 
Lactobacillus reuteri DSM 20056 1,883 1598 
 1,891  
*Cores correspondem a descrição de interpretação no software conforme tabela 3. 
* NCBI (Centro Nacional de Informação Biotecnológica). 
 
Os resultados revelam a presença de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, 
nas amostras do queijo da Canastra, micro-organismo residente da microbiota 
natural do leite. Estudos realizados para caracterizar a microbiota do Queijo da 
Canastra foram realizados, e apontam uma grande variedade de bactérias ácido- 
lácticas (BAL), esta variação ocorre até mesmo dentro do próprio limite regional 
demarcado pela Serra da Canastra-MG, sofre variações da microbiota mesmo nas 
estações do ano e tipos de pastagens (RESENDE, 2010). 
 
Linhagens de BAL foram caracterizadas por Borelli (2006) no queijo Minas 
artesanal produzido em fazendas na região da Serra da Canastra – MG. As análises 
moleculares das espécies foram identificadas como: Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus rhamnosus, Enterococcus 
faecalis, Pediococcus acidilacitii e Weissella paramesenteroides. 
 
Leite (1993) isolou e identificou, amostras de BAL do soro de fermentação do 
queijo Minas artesanal produzido na região do Serro–MG, ele encontrou cepas de 
Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Streptococcus milleri 
e Enterococcus faecalis. 
 
Pesquisas de caracterização da microbiota do Queijo da Canastra tem sido 







propriedade probiótica e produção de exopolissacarídeos. Andrade (2014) isolou e 
identificou linhagens de Lactobacillus ssp, do Queijo da Canastra, e avaliou sua 
capacidade probiótica, os resultados revelaram que a linhagem era um probiótico 
resistente às condições analisadas, como pH, tolerância a sais e antagonismo. 
 
Os resultados do teste preliminar de produção de exopolissacarídeos pelo 
método da colônia mucoíde (PAULO et al., 2012) está disposto na tabela 3, e na 
figura 2. 
 
Tabela 3: Resultados do teste preliminar de produção de exopolissacarídeos das 




pH 7,5 28°C 
Lactose 10% 
pH 5,5  44 °C 
Lactobacillus paracasei ssp paracasei 
DSM20312 
+ +++ 





Figura 2: Formação de Colônia mucoide e teste de precipitação em etanol 
A: Formação Mucoíde em torno do disco de inoculação 
B: Formação do precipitado na mistura de Etanol (2:2) 
 
O crescimento da colônia mucoide foi maior para a linhagem Lactobacillus 
paracasei ssp. paracasei DSM20312 da amostra do Queijo da Canastra, nas 
condições de meio Lactose 10%, pH 5,5 e temperatura de 44°C e período de 
incubação 15 dias. A condição de pH 5,5 favoreceu o crescimento do micro- 






evitando sua degradação no meio ácido, uma vez que o pH do Queijo da Canastra 
situa-se na faixa de pH 5,5 a 5,7. No estudo de Pinto (2016) ele avaliou as 
características físicas e microbiológicas de queijos da Canastra produzidos em 
Minas Gerais, ele identificou o pH de 47 amostras sendo na média pH 5,36 a 5,78. 
 
As temperaturas de crescimento, exposição prolongada de incubação, 
escassez de nutrientes criam um ambiente com condições extremas para a 
sobrevivência do micro-organismo, forçando a produção de um biofilme rico em 
polissacarídeos, ou seja, uma reserva de nutrientes (PAULO et al., 2012). 
 
Lin e Chem (2007) estudaram a relação do tempo de incubação e as condições 
escassa de nutrientes na produção de exopolissarideos produzidos por Lactobacillus 
helveticus e Streptococcus termophilus, notaram que quanto maior o tempo e 
temperatura no período de fermentação, maior e o volume de EPS no final do 
processo. 
 
O tempo de incubação de 15 dias para a linhagem de Lactobacillus paracasei 
ssp. paracasei em uma temperatura de extrema de 44°C, favoreceu a produção do 




O queijo da Canastra apresentou uma linhagem endógena de Lactobacillus 
paracasei ssp. paracasei DSM20312, mostrando ser um produtor de 
exopolissacarídeos nas condições de meio Lactose 10%, pH 5,5 e temperatura de 
44°C e período de incubação 15 dias. O tempo prolongado de incubação bem como 
as condições de escassez dos nutrientes, pode ter favorecido o desenvolvimento da 
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AVALIAÇÃO DO POTENCIAL PROBIÓTICO IN VITRO DE 
LACTOBACILLUS PARACASEI SSP. PARACASEI ISOLADO DO QUEIJO DA 
CANASTRA: REGIÃO DE SÃO ROQUE DE MINAS-MG 
Adami, A. A.V. Pastore. G.M. 




As bactérias ácido-lácticas são probióticos potenciais, e desempenham papel 
importante na saúde intestinal. Para um micro-organismo ser considerado probiótico 
dele deve estar vivo e viável no alimento, e ser resistente às condições 
gastrointestinais. O Objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade do micro- 
organismo Lactobacillus paracasei ssp. paracasei isolado do Queijo da Canastra, da 
região de São Roque de Minas, MG, como potencial microrganismo probiótico. 
Foram aplicados teste in vitro de tolerância as condições gastrointestinais. Os 
resultados revelaram que a cepa em estudo possui resistência a estas condições 
quando comparada a uma cepa padrão comercial, possuindo potencial para a 
produção de exopolissacarídeos funcionais. 
 




Acid-acid bacteria are potential probiotics, and play an important role in intestinal 
health. For a microorganism to be considered probiotic it must be alive and viable in 
the food, and be resistant to gastrointestinal conditions. The aim those study was to 
evaluate this capacity of the microorganism Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 
isolated from the Canastra Cheese, from the region of São Roque de Minas, MG, 
were tested in vitro for tolerance to gastrointestinal conditions. The results showed 
that the strain under study has resistance to these conditions when compared to a 










Tem-se estudado e discutido o benefício dos probióticos para a saúde e 
seu papel na microbiota intestinal. A probioticoterapia tem sido cada vez mais 
aplicada por vários profissionais de saúde na prevenção de doenças. As pessoas 
estão em busca de uma alimentação saudável, a fim de prevenir doenças e obter 
qualidade de vida. Os alimentos funcionais se destacam por apresentar esses 
benefícios. Neste sentido os probióticos possuem papel importante entre esta 
categoria de alimentos funcionais. 
 
Os probióticos são considerados bactérias vivas e benéficas que quando 
administradas em quantidades adequadas conferem benefícios a saúde do 
hospedeiro (FAO & WHO, 2001). 
 
Dentre os benefícios reconhecidos dos probióticos sobre a microbiota 
podemos citar: antagonismo sobre bactérias patogênicas, aumento da capacidade 
imunológica, produção de ácidos como butirato, ácido láctico e propianato e assim 
como a melhora da absorção de nutrientes (SAAD, BEDANI, MAMIZUKA; 2011; 
ROBERFROID, 2008). 
 
A ANVISA (2017) no Guia para Instrução Processual de Petição de 
Avaliação de Probióticos para Uso em Alimentos, cita que o dossiê deve ser 
composto por estudos sobre as propriedades intrínsecas da linhagem, sobre 
interações entre a linhagem e o hospedeiro e sobre efeitos remotos. Os dois 
primeiros tipos de estudos devem ser apresentados para todas as linhagens 
probióticas, até mesmo as pertencentes ao status QPS (Qualified Presumption of 
Safety) e GRAS (Generally Recognised as Safe). 
 
De acordo com Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2017) 
para ser considerado probiótico cada cepa de bactéria deve estar em concentração 
de 108-10 UFC/g, o que equivale ao consumo de 100g de produto que contenha 106 a 
107 UFC/g, e manter se vivo e ativo por 28 dias no produto em que for adicionado, 






Para selecionar as bactérias probióticas devem-se seguir os seguintes 
critérios: definição do gênero, da origem, da estabilidade frente ao ácido estomacal e 
aos sais biliares, resistência a antimicrobianos, aderência à mucosa intestinal, 
colonização do trato gastrintestinal, capacidade de produzir compostos 
antimicrobianos e atividade metabólica no intestino (OLIVEIRA, et al., 2002). 
 
O queijo da Canastra é o queijo elaborado a partir de leite cru, produto de 
tradição familiar mineira típica. Apesar das indústrias de laticínios no estado de 
Minas Gerais terem se desenvolvidos; o modo de produção artesanal do queijo da 
Canastra não perdeu a força de sua tradição artesanal. Essas regiões possuem 
pastagens típicas que propiciam o desenvolvimento de bactérias específicas que se 
multiplicam em cada um desses microclimas (IPHAN, 2014) 
 
Andrade (2014) estudou in vitro o potencial probiótico de Lactobacillus 
ssp. isolado do queijo da Canastra, avaliando o antagonismo frente a linhagens 
entéricas consideradas patogênicas, susceptibilidade a antimicrobianos e a 
sensibilidade ao ácido gástrico e sais biliares; o resultado revelou que o micro- 
organismo possui características probióticas. 
 
O presente estudo tem como objetivo avaliar in vitro a capacidade 
probiótica do micro-organismo Lactobacillus paracasei ssp. paracasei isolada do 
queijo da Canastra da região de São Roque de Minas, do estado de Minas Gerais, 
Brasil. 
 
2.0 MATERIAL E MÉTODOS 
 
O micro-organismo Lactobacillus paracasei ssp. paracasei usado para o 
teste foi isolado do Queijo da Canastra, da região de São Roque de Minas-MG. 
Sendo realizada sua identificação bioquímica e molecular por Espectrometria de 
massas (MALDI TOF), no Laboratório Especial de Microbiologia Clinica (LEMC) na 
Universidade Federal de São Paulo. 
 
2.1 Avaliação Antagônica a patogênicos 
 
A presente pesquisa foi realizada no Laboratório de Microbiologia da 






foram  Escherichia coli  ATCC 1785, Staphylococcus  aureus  ATCC 5536, e 
Salmonella enterica var. Typhimurium ATCC 1796 
 
Para a realização da avaliação antagônica utilizou-se placas de Petri com 
meio Agar Nutriente (NA) com 4 poços de 1 mm para cada linhagem patogênica 
correspondente. Em seguida, foi inoculado 1µL com 103 UFC/mL de bactéria 
patogênica na superfície do agar. Em dois poços foi inoculado 1µL (108 UFC/mL) de 
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, nos dois poços restantes para a linhagem 
controle Lactobacillus acidophilus (LA-5®/Chr. Hansen A/S), e incubado a 35°C por 
24 horas. Após o período de incubação foi observada a formação de halos de 
inibição do crescimento bacteriano, indicativa da presença de antagonismo, as quais 
foram mensuradas com um paquímetro para a determinação do halo de inibição. 
 
2.2 Teste de sensibilidade às condições gástricas e aos sais biliares 
 
A linhagem de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei e a linhagem 
controle (LA-5® /Chr. Hansen A/S), foram reativadas em Caldo MRS, sob condições 
de anaerobiose a 37°C/24 horas. Para avaliação de resistência ao pH, foram 
preparadas soluções salina (9mL) adicionada de ácido clorídrico com pH 7,0, pH 5,0 
e pH 2,0, (em triplicata), nas quais foram inoculados 2µL da cultura de Lactobacillus 
paracasei ssp. paracasei, para a cultura controle foram realizadas as mesmas 
condições; para cada pH correspondente e incubado em anaerobiose a 37°C/ 24 
horas. Após este período foi observado se houve crescimento positivo ou não, 
através da turbidez do meio. Em seguida foi realizado plaqueamento de superfície 
em meio MRS (2µL da solução teste para cada tubo com turbidez positiva) e 
incubados em anaerobiose a 37°C/24 horas. Por fim foi verificado se houve 
crescimento da cultura no meio. 
 
Para o teste de resistência aos sais biliares foi utilizada solução salina 
tamponada com sais biliares (NEOGEN, Brasil) nas concentrações 2,0mg/mL; 5,0 
mg/mL; 10,0mg/mL; (50% colato de sódio e 50% deoxicolato de sódio), em seguida 
foi inoculado 2µL da cultura de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, e incubada 
sob anaerobiose a 37°C/ 24 horas, após este período, foi realizado o plaqueamento 
de superfície em meio MRS (2µL da solução teste) sob anaerobiose a 37°C/24 






Das placas com crescimento positivo, foram coletadas amostras e 
realizadas o esfregaço em lâminas e coloração com fucsina (30 segundos) para 
confirmação das estruturas, e visualizados ao microscópio ( Olympus CH2) em 
objetiva de 100x. 
 
3.0 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
Após reativação da linhagem Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, a 
mesma se mostrou ativa e característica (figura 1). 
 
Figura 1 : Linhagens de Lactobacillus paracasei ssp paracasei isolados do Queijo da 
Canastra, após reativação e coloração. 
 
Os resultados da avaliação antagônica podem ser observados na tabela 
1. Os dados foram expressos em milímetros (mm) do halo de inibição, sendo o 
controle a linhagem de LA-5®. O resultado foi positivo, uma vez que houve formação 
de halos característicos de inibição. Para a linhagem de Staphylococcus aureus 
apresentou-se um halo de 24,32mm para Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, e 
de 23,74mm para o controle, sendo eficaz na inibição quando comparado ao 
controle. Para a linhagem patogênica de Escherichia coli, houve a forma de halo de 
inibição de 26,14mm o que é satisfatório quando comparado ao estudo de Andrade 
(2014), que usou Lactobacillus spp., com halo de inibição de 35,58mm. 
 
Andrade (2014) observou resultado similar na avaliação antagônica 
também da linhagem patogênica de Staphylococcus aureus (34,92mm), usando 





Tabela 1: Médias dos halos de inibição (mm), do teste de antagonismo in vitro de 
amostras de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, isolado do Queijo Serra da 
Canastra e seu controle (LA-5® / Chr. Hansen A/S). 
 











Escherichia coli 26,14 28,12 
Staphylococcus aureus 24,32 23,74 




Alexandre (2002) avaliou a atividade antagônica de 192 cepas de 
lactobacilos isolados do queijo do Serro (Minas Gerais), sendo que 48% das 
linhagens obtiveram potencial de inibir o crescimento de linhagens entéricas 
patogênicas, 24% apresentaram ação sobre a linhagem de Staphylococcus aureus; 
indicando que estas linhagens de lactobacilos endógenos possuem alta capacidade 
probiótica. 
 
O antagonismo bacteriano favorece o hospedeiro criando um mecanismo 
de simbiose intestinal inibindo bactérias patogênicas, protegendo a mucosa e 
garantindo a manutenção saudável da microbiota intestinal. 
 
Os resultados da avaliação à resistência gástrica e aos sais biliares estão 
apresentados na tabela 2. Houve crescimento de colônias características no meio 
MRS, a morfologia dos Lactobacilos assim como seu crescimento  foram 








Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 
 
pH 2,0 pH 5,0 pH 7,0 
   
 
Lactobacillus acidophilus LA-05 – Controle. 
 
pH 2,0 pH 5,0 pH 7,0 
   
Figura 2: Resultado da coloração após avaliação do pH respectivas concentrações 
da linhagem de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei e a cepa controle 
 
 
A linhagem de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, mostrou-se 
resistente quando comparada ao controle, que em todos os testes manteve um perfil 
probiótico esperado. Na condição de pH 7,0 o microrganismo Lactobacillus  
paracasei ssp. paracasei apresentou um crescimento menor quando comparado ao 
teste; fato este que pode possuir influência a pH ótimo de crescimento que é de 5,0  
a 5,7; sendo desta forma pouco tolerante a condição alcalina 
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Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 
 
2,0mg/mL 5,0mg/mL 10,0mg/mL 
   
 
Lactobacillus acidophilus LA-05- Controle 
 
2,0mg/mL 5,0mg/mL 10,0mg/mL 
  
 
Figura 3: Resultado da coloração após avaliação de sais biliares nas respectivas 
concentrações da linhagem de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei e a cepa 
controle. 
 
Costa (2013), avaliou a capacidade probiótica de linhagens de bactérias 
acido-lácticas isoladas do queijo da Canastra, quanto ao perfil de resistência ao pH 
gástrico e aos sais biliares. As 12 linhagens estudadas mostraram serem resistente 
às todas as condições de estresse que foram submetidas. Gilliand (1993) sugere 
que lactobacilos isolados de queijos possuem resistência às condições de acidez e 
escassez de nutrientes uma vez que sua origem é de um ambiente adverso ao seu 
crescimento, tornando-os ótimas fontes de probióticos. 
 
Avaliação de resistência aos sais biliares in vitro é um teste preliminar, 
caracterizando uma possibilidade, uma vez, que no processo in vivo as 
intercorrências das movimentações peristálticas, temperatura e ainda a fluidez das 
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concentrações de sais das membranas celulares, influencia neste processo de 
resistência (MARTEAU et al., 1997). 
 
Andrade (2014) pesquisou as propriedades probióticas in vitro de 
Lactobacillus spp. isolados de queijos minas artesanais da Serra da Canastra – MG, 
quanto a questão de resistência a sais biliares. Todas as amostras do estudo foram 
resistentes, ou seja, este perfil é característico das bactérias presentes no queijo da 
Canastra. 
 
O resultado encontrado neste estudo é similar ao observado por 
Vinderola e Reinheimer (2003), os quais afirmam que cepas ácido-lácticas 
probióticas, têm grande resistência à acidez e condições adversas em comparação a 
outras linhagens ácido-lácticas. 
 
A linhagem de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei isolada do queijo da 
Canastra, apresentou ser menos resistentes aos condições de pH e sais biliares 
quando comparada ao controle Lactobacillus acidophilus LA-05 (cepa comercial)., 
entretanto o resultado foi satisfatório, pois está nos padrões estabelecidos pela 
ANVISA (2017) no Guia para Instrução Processual de Petição de Avaliação de 




A Linhagem de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, isolada do 
Queijo Canastra, possui as características probíoticas, com potencial uso para 
aplicação na indústria de alimentos. A mesma apresentou resistênicia a acidez e aos 
sais biliares, com destaque para a inibição do crescimento de linhagens patogênicas 
como Staphylococcus aureus e Escherichia coli. No entanto, mais estudos in vitro e 
in vivo devem ser conduzidos, para comprovação da capacidade probiótica da 
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PRODUÇÃO, QUANTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS EPS PRODUZIDOS 




Adami, A. A.V. Pastore. G.M. 




As bactérias ácido-lácticas são produtoras de exopolisscarídeos. A linhagem nativa 
de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, foi isolada do queijo da Canastra, no 
estado de Minas Gerais, Brasil. Foi realizada a produção, quantificação e 
caracterização dos EPS. A produção ocorreu em Biorreator em condições 
controladas de anaerobiose (48 horas), a análise qualitativa da produção foi por 
coloração capsular, avaliando a formação de aglomerados característicos de EPS. A 
quantificação foi realizada pela técnica padrão de Dubois. A extração através de 
centrifugação, evaporação e liofilização. A caracterização da molécula foi realizada 
através de análise por espectroscopia de infravermelho (FT-IR) e por análise de 
ressonância magnética nuclear (RMN em 13C). Os espectros foram analisados pelo 
programa Origin 8.0. Os resultados revelaram que a técnica de produção em 
biorreator foi eficaz, produzindo em 48 horas um total de 3,25μg.mL-¹/ EPS totais 
com 75,01µm/diâmetro de tamanho. A caracterização revelou que o 
exopolissacarídeo em questão é uma dextrana α(1-6) linear. 
 




Lactic acid bacteria are exopolyscarides producers. The native strain of Lactobacillus 
paracasei ssp. paracasei, was isolated from Canastra cheese in the state of Minas 
Gerais, Brazil. he production, quantification and characterization of EPS were 
performed. The production took place in Biorreator under controlled anaerobic 






staining, evaluating the formation of characteristic EPS clusters. Quantification was 
performed by standard Dubois technique. Extraction by centrifugation for the 
evaporation and lyophilization. The characterization of the molecule was performed 
by infrared spectroscopy (FT-IR) analysis and nuclear magnetic resonance analysis 
(13C NMR). The spectra were analyzed by the Origin 8.0 program. The results 
revealed that the bioreactor production technique was effective, producing in 48 
hours a total of 3.25μg.mL-¹/EPS total with 75.01µm/diameter. The characterization 
revealed that the exopolysaccharide in question is a linear dextran α(1-6). 
 




Os polissacarídeos microbianos possuem capacidade reológica, e são 
aplicados na indústria de alimentos, podendo ser produzidos em grande quantidade. 
A indústria de alimentos tem interesse nestes compostos, devido a sua capacidade 
tecnológica como agente espessante e geleificante, e também como alimento 
funcional e características prebióticas (KORAKLI et al., 2003 ; BEROVIČ et al., 2003) 
 
Os exopolissacarídeos (EPS) são compostos secundários do metabolismo de 
alguns micro-organismos; constituídos de monossacarídeos, podendo ter frações de 
compostos não glicídicos como succinato, piruvato e fosfato; formando longas 
cadeias lineares ou circulares, tornando-se uma molécula de alto peso molecular 
(PACE, 1992). 
 
Com base em sua composição e mecanismos de biossíntese, os EPS foram 
divididos em duas classes: heteropolissacarídeos e homopolissacarídeos. Os 
heteropolissacarídeos consistem em múltiplos tipos de açúcar e são sintetizados 
pela ação combinada de diferentes tipos de enzimas como glicosiltransferase. Os 
homopolissacarídeos são geralmente sintetizados a partir do único substrato da 
sacarose pela ação da enzima sacarase. 
 
O volume de produção de EPS por bactérias do gênero lactobacilos é 






exopolissacarídeos são considerados seguros para consumo, Generally Recognized 
as Safe (GRAS), o que facilita sua aprovação para o consumo por parte dos órgãos 
sanitários. Para ser um produtor de EPS seguros as bactérias não podem trazer 
genes de fatores de virulência como hemolisina e gelatinase, que estão presentes 
nos micro-organismos patogênicos como as bactérias gram-positivas na forma de 
cocos (PAULO et al., 2012). 
 
Tendo em vista a amplitude de aplicação, benefícios tecnológicos e funcionais 
dos exopolissacarídeos produzidos por bactérias ácido-lacticas, estudos são 
conduzidos focando a obtenção destes EPS (PAULO et al., 2012; PATEL, 2013 ). A 
produção do EPS envolve a combinação de etapas de fermentação, extração, 
purificação e técnicas de quantificação e caracterização dos polímeros (GALINDO, 
1994). 
 
Com base neste potencial tecnológico o presente estudo teve como objetivo 
analisar a capacidade de produção de exopolissacarideos pela linhagem nativa 
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei isolada do queijo da Canastra, e caracterizar 
o EPS produzido. 
 
2.0 MATERIAL E METODOS 
 
2.1 Micro-organismo e meio 
 
A linhagem de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei foi isolada do Queijo da 
Canastra, na cidade de São Roque de Minas-MG, Brasil; e identificada no 
Laboratório Especial de Microbiologia Clinica (LEMC) na Universidade Federal de 
São Paulo, pela técnica molecular por Espectrometria de massas em aparelho 
MALDI TOF (Bruker Daltonics, Alemanha). O micro-organismo foi mantido em meio 
YEL-MRS (1% lactato de sódio, 60% de caldo MRS e 1% de extrato de levedura) a 
4°C/ 72 horas. 
 
2.2 Reativação do micro-organismo. 
 
Para reativação o micro-organismo foi inoculado (2% da cultura) em meio 
YEL-MRS, em anaerobiose a 35°C/24h, seguida de três passagens consecutivas 
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para recuperação total do metabolismo microbian. Para avaliação de possível 
contaminação da amostra foi realizada coloração de gram. 
 
2.3 Produção de exopolissacarídeos por Lactobacillus paracasei ssp. 
paracasei 
 
A produção foi realizada no Laboratório de Biotecnologia de Alimentos 
(DCA/FEA/UNICAMP), em biorreator (New Brunswick BioFlo 310), usando 10% do 
volume da cultura de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei ativada. A fermentação 
foi realizada sob as seguintes condições: temperatura 35°C, velocidade de agitação 
150 rpm, pH 5.6, volume de trabalho de 1,5 L por 48 horas. Sendo a constituição do 
meio baseado no estudo de Gorret et al., (2001), contendo 1,0% de extrato de 
levedura, triptona 0,7%, lactose 2,0%, sacarose 0,2%, glicose 0,5%, acetato de 
sódio 0,5% e 0,2% de citrato de amônio. Para condição de anaerobiose foi usado  
um reagente (Anerocult, Mercke). Alíquotas de 15 mL foram coletadas a cada 4 
horas para análises da produção de EPS. 
 
2.4 Análise qualitativa e quantitativa da produção de EPS 
 
A análise qualitativa da produção foi realizada no Departamento de 
Farmacologia (Centro Universitário de Itajubá- FEPI) pelo método de coloração 
capsular (ADAMI, 2013) em um microscópio (NiKon Zeiss 660) com objetiva 100x e 
óleo de imersão, foi avaliado se houve a formação de aglomerados tipo rede 
característicos da produção de EPS. 
 
A quantificação de EPS foi realizada no Laboratorio de Bioaromas (DCA/FEA/ 
UNICAMP) através do teste de calorimetria (DUBOIS et al.,1956). O método se 
baseia na determinação de açúcares por calorimetria, sendo eles: açúcares 
redutores, polissacarídeos e seus derivados. 
 
A concentração dos carboidratos totais foi determinada usando 1mL do EPS 
purificado diluído em água destilada (v/v), seguida da adição de 1mL de fenol 5% e 
5mL de ácido sulfúrico concentrado. Após 5 minutos foi realizada a leitura a 490nm 
em espectrofotômetro, para gerar a curva padrão de glicose e quantificar cada 
tratamento. As concentrações foram determinadas a partir de uma curva de 






controle foi utilizado um branco com 2mL de água destilada. Os resultados foram 
expressos como EPS em termos de glicose equivalente (μg/mL-¹) valores estes que 



























Figura 1: Curva de calibração para estimativa da concentração de carboidratos 
totais. 
 
2.5 Extração e purificação dos exopolissacarídeos 
 
 
Para a extração dos exopolissacarídeos, o caldo fermentado foi congelado 
por 24 horas, seguido de descongelamento e manutenção a 4°C. Foi adicionado 
250µL de ácido tricloroacético no caldo fermentado, misturando a solução em 
agitador a 90rpm, armazenando por 30 minutos a 4°C as amostras foram 
centrifugadas 3800xg durante 10 minutos a 4°C. Após remoção da massa celular e 
proteínas, o EPS foi precipitado adicionando etanol absoluto gelado 2:1 (v/v), 
seguido de centrifugação a 5000xg/20 minutos a 3°C. 
y = 0,729x + 0,0275 


















Os EPS precipitados foram separados por decantação por 24 horas, 
seguida de lavagem com água destilada 3°C (2:1) seguida de reprecipitação (3x) em 
álcool absoluto (PACE, 1992). Os precipitados foram submetidos à diálise em 
membrana (Membra-Cell) em água destilada 100x o volume do precipitado (12 
horas). 
Após o EPS ser submetido à diálise para remoção dos sais, seguiu-se para 
a etapa de remoção do álcool e excesso de água, em rotaevaporador (Rota-II,  
Marca Buchi), eliminando álcool (banho-maria a 50°C, 500rpm, pressão de 58mbar e 
chiller a 0°C) e água (banho-maria a 40°C, 500rpm, pressão de 23mbar e chiller a 
0°C), concentrando a amostra. Os EPS concentrados foram congelados por  24 
horas e liofilizados. 
 
2.6 Identificação estrutural (caracterização) 
 
 
As análises foram realizadas no Departamento de Química (DQ) - 
Laboratório de Ressonância Nuclear Magnética - Universidade Federal de São 
Carlos (UFSCar). 
 
2.6.1 Espectroscopia de Infravermelhos (IR) com transformadas de Fourier 
 
 
A técnica de Espectroscopia de Infravermelhos (IR) com transformadas de 
Fourier analisam as ligações covalentes. Surgem gráficos bem detalhados com 
amostras de uma única substância com elevada pureza; a técnica costuma ser 
usada para a identificação de misturas bem complexas (LIU, 2007). 
A análise de espectrometria FT-IR (Transformadas de Fourier) foi realizada 
em um espectrômetro Spectrum One-FIT-IR (Perkin Elmer). Os espectros de 
radiação foram obtidos por brometo de potássio (KBr) em 4000 a 450 cm-1, tratados 
no software Origin 8.0 (Electronic Arts- USA). 
 
2.6.2 Técnica de RMN por 13C 
 
Os experimentos de RMN foram obtidos em um equipamento de 9,4 T (400 
MHz para frequência de hidrogênio e Carbono), utilizando uma sonda de 5mm BBI, 






Adjust). Onde 60 mg da amostras foram dissolvidas em D2O (água deuterada) em 
um volume de 600 µL. 
Os EPS foram analisados pela técnica de RMN 13C, pois é a técnica mais 
utilizada na elucidação de compostos orgânicos derivados de produtos naturais, 
provenientes de síntese orgânica e alimentos (BOFFO et al., 2009). 
 
3.0 RESULTADOS e DISCUSSÃO 
 
 
O processo de produção dos exopolissacarídeos por Lactobacillus paracasei 
ssp. paracasei após 48 horas de incubação produziu um líquido claro e denso, com 
características de um líquido viscoso e característico da presença de EPS. As 
amostras coletadas a cada 4 horas revelaram que a partir de 4 horas  de 
fermentação houve produção dos exopolissacarideos, através da análise qualitativa 
foi possível observar a formação de aglomerados característicos e as amostras 
revelaram que na medida em que se passavam as horas de fermentação, houve um 
acréscimo nos valores de produção. Em 4 horas houve a formação de aglomerados 
com 16,26µm/diâmetro em 48 horas de 75,01µm/diâmetro conforme (figura 2). 
Audy et al., (2010), produziu EPS por Bifidobacterium longum subsp. longum 
CRC002 usando um biorreator (New Brunswick BioFlo 310), em condições de 
anaerobiose usando reagente Anaerogen (Oxoid), sendo observado que após 48 
horas a produção foi eficaz. 
Na análise quantitativa usando a metodologia de Dubois (1953), nota-se os 
valores de produção em ordem crescente relativo ao tempo de fermentação nas 
condições do experimento; em 4 horas houve uma produção de 0,66μg.mL-¹ de EPS 
totais, e em 48 horas a produção foi de 3,25μg.mL-¹, houve uma produção 
exponencial em 48 horas com um R2 = 0,95 assemelhando ao da curva padrão de 
glicose com R2 = 0,97 (Figura 3). No estudo de Gorret et al., (2001) um valor de 
0,65 μg.mL-¹ de EPS totais extraído foi obtido após 60 horas de fermentação. 
A produção total de EPS por Lactobacillus paracasei  ssp.  paracasei 
durante 48 horas de fermentação em biorreator foi de 2,75 μg.mL-¹, este valor está 
acima dos estudos encontrados anteriormente entre 0,1 e 1,5 μg.mL-¹ de EPS totais 








Figura 2: Micrografia de EPS produzido por Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 
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Figura 3: Produção e quantificação de EPS produzido por Lactobacillus paracasei 
ssp. paracasei, durante 48 horas de fermentação em biorreator (New Brunswick 
BioFlo 310). 





















Os dados dos espectros dos exopolissacarídeos (EPS) produzidos por 
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, isolado do queijo da Canastra (São Roque- 
MG), indicou faixas de absorção na região 1148 a 1154 cm -1 , indicando ligações 
glicosídicas ( C-O-C). A região de absorção de 910,23 cm -1, revela que esta ligação  
é do tipo alfa (α), ou seja, as bandas de absorção e as caracteristicas das ligações 
indicam que o EPS (figura 4) é uma dextrana α (1 → 6). 
O espectro de RMN de 13C e mostrado na figura 5 sendo mistura de 
polissacarídeos, possivelmente uma dextrana. 
As dextranas são estruturas polissacarídicas que podem ser produzidos por 
bactérias ácido-lácticas; são estruturas constituídas por ligações α (1 → 6). A enzima 
dextranasacarase, responsável pela sua síntese, possui ação extracelular e tem a 
sacarose como indutor (AQUINO, 2006). 
Em muitos casos a estrutura dos EPS‟s depende da fonte de carbono 
utilizada. Análises de estruturas de EPS produzidos por linhagens de lactobacilos 




Figura 4: Espectro de infravermelho de dextrana α(1-6) produzido por Lactobacillus 
paracasei ssp. paracasei . 
 
O espectro observado na figura 5 revela que foram encontrados picos 






72,44ppm e C-6: 70,964ppm., não foram identificados picos de significativos de C-1 
a C2, indicando a ausência de ligações e confirmando a analise de FT-IR, na qual o 
EPS é uma dextrana linear constituído por ligações α (1 → 6). As bactérias ácido- 
láctica (LAB) são bem conhecidas como produtoras de polissacarídeos do tipo 
dextrana que é explorada comercialmente (MONSAN et al., 2001). 
 
No estudo de Paulo et al., (2012), usando técnicas similares de  
caracterização (FT-IR e NRM) tendo como micro-organismo produtor Leuconostoc 
pseudomesenteroides R2, isolado de repolho coletado em uma região semiárida da 
Bahia, também foi observado que o EPS produzido trata-se de uma dextrana linear α 
(1 → 6). 
 
Figura 5: 13C NRM espectro de EPS ( dextrana) produzido por Lactobacillus 






Em análise de caracterização de EPS produzido por L. mesenteroides NRRL 
B-640 usando as técnicas FT-IR, RMN 1H e 13C, também foi identificada uma 
dextrana altamente linear com uma ligação (1-6) (PURAMA et al., 2009). 
 
Purama et al., (2009) usando uma linhagem de Leuconostoc mesenteroides 
NRRL B-512F, produziu dextrana com 95% de ligações lineares, o que torna esta 
dextrana solúvel em água. 
 
Sampaio (2014) usando Lactobacillus fermentum, isolado do mosto de 
fermentação alcoólica no estado de Pernambuco/Brasil, usando meio líquido a base 
de sacarose (72 horas), produziu uma dextrana linear α(1→6), caracterizada por 
análises de espectroscopia da região do infravermelho e por ressonância magnética 
nuclear 1H e 13C. 
 
O Polissacarídeo dextrana pode ser sintetizado a partir da sacarose ou 
glicose, sendo estas clivadas pela enzima dextranasacarase, que é secretada pelas 
bactérias Lactobacillus, Streptococcus e Leuconostoc (CLAY, 2008). As dextranas 
podem ser sintetizados por Leuconostoc sp., uma bactéria gram-positiva, com ação 
da enzima dextranasacarase, também conhecida como D-glicosil-transferase 
(PETIT, 2005). 
 
Robjin et al., (1996) produziu EPS‟s por Lactobacillus paracasei 34-I 
caracterizado por análise de ressonância magnética nuclear 1H e 13C, foi 
encontrado um heteropolímero, composto por repetições de galactose e glicose. 
 
A de técnica de produção em Biorreator (New Brunswick BioFlo 310), em 
condições de anaerobiose, se mostrou eficaz, produzindo a dextrana durante todo 
tempo de fermentação, bem como as técnicas de análise qualitativa revelaram ser 
eficazes no processo de caracterização da molécula. Ainda a adição de 0,2% de 







A linhagem nativa Lactobacillus paracasei ssp. paracasei  isolada do queijo  
da Canastra, produziu uma dextrana linear α (1 → 6), caracterizada por analises de 
espectroscopia da região do infravermelho e por ressonância magnética nuclear de 
13C. 
 
Mais estudos devem ser conduzidos avaliando condições de substratos, 
utilização da enzima para síntese do polímero, bem como rendimento da produção 
da dextrana. O uso de diferentes substratos pode influenciar em diferentes tipos de 
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COMPORTAMENTO DO EXOPOLISSACARÍDEO DEXTRANA α(1-6) PRODUZIDO 
POR LACTOBACILLUS PARACASEI SSP. PARACASEI ISOLADO DO QUEIJO 
DA CANASTRA : ESTUDO IN VITRO EM CONDIÇÕES DIGESTÓRIAS 
 
Adami, A. A.V. Pastore. G.M. 
 




Os exopolissacarideos (EPS) produzidos por bactérias probióticas tem destaque 
como prebióticos e possuem propriedades funcionais. A dextrana aplicada neste 
estudo foi produzida por um micro-organismo endógeno Lactobacillus paracasei 
ssp.paracasei isolado do queijo da Canastra. O objetivo deste estudo foi avaliar o 
comportamento da dextrana, para isto ela foi submetida à condições digestórias in 
vitro por 6 horas. Amostras foram coletadas para analisar a estrutura, diâmetro por 
microscopia; e liberação de glicose por cromatografia de íons. A dextrana (fase final) 
foi recuperada do meio por centrifugação, e submetida a liofilização. A dextrana 
recuperada da digestão foi aplicada em teste de bifidogenia em pour plate usando a 
linhagem de Bifidobacterium animallis por 12 horas, bem como a produção de ácido 
láctico pela bactéria. Os resultados da pesquisa revelaram que a dextrana foi 
resistente às condições de estresse, não alterando a estrutura e liberando valores de 
362,2 µg/g glicose ao longo da simulação, e havendo um rearranjo da estrutura na 
fase entérica II do processo. A análise de bifidogenia se mostrou eficaz, a dextrana 
estimulou o crescimento da linhagem estudada, bem como alterou o pH acidificando 
o meio. A dextrana revelou ser um composto com caracteristicas prébioticas com 
resistência às condições digestórias. 
 







Exopolysaccharides (EPS) produced by probiotic bacteria are prominent as  
prebiotics and have functional properties. The dextran applied in this study was 
produced by an endogenous. The dextran applied in this study was produced by an 
endogenous microorganism Lactobacillus paracasei ssp. paracasei isolated from 
Canastra cheese. The aim of those study was to evaluate the behavior of dextran, for 
this it was submitted to in vitro digestive conditions for 6 hours. Samples were 
collected to analyze the structure, diameter by microscopy; and glucose release by 
ion chromatography. Dextran (final phase) was recovered from the medium by 
centrifugation and subjected to lyophilization. Dextran recovered from digestion was 
applied in a pour plate bifidogeny test using the Bifidobacterium animallis  strain for 
12 hours, as well as lactic acid production by the bacteria. Research results revealed 
that dextran was resistant to stress conditions, not altering the structure and  
releasing values of 362.2µg/g glucose throughout the simulation, and there was a 
rearrangement of the structure in the enteric phase II process. The bifidogeny 
analysis was effective, dextran stimulated the growth of the studied strain, as well as 
altering the pH acidifying the medium. Dextran has been shown to be a compound 
with prebiotic characteristics resistant to digestive conditions. 
 




Os exopolissacarídeos são biopolímeros produzidos por bactérias, sendo 
que as ácido-lacticas produzem EPS extracelular, os probióticos mais comuns 
incluídos nos produtos comerciais, ou endógenos, são capazes de produzir esses 
biopolímeros (ROBERTS et al., 1995; ADAMI, 2012). 
 
Os exopolissacarídeos produzidos por probióticos são considerados 
alimentos funcionais, pois exercem funções benéficas no tratogastrointestinal como: 
exclusão de bactérias patogênicas, atividade prebiótica, antitumoral, antiúlcerosa, 
imunomoduladora, atividade na redução do colesterol e estimula o crescimento de 






O exopolissacarídeo avaliado no presente estudo trata-se de uma 
dextrana que foi produzida por uma cepa nativa de Lactobacillus paracasei ssp. 
paracasei isolado do queijo da Canastra, um produto brasileiro tomado como 
patrimônio cultural de Minas Gerais. 
 
A dextrana α (1-6), e um polissacarídeo de alto peso molecular constituído 
por unidades de D-glicose ligados por ligações glicosídicas α (1-6). Sua síntese 
ocorre da conversão do substrato pela enzima dextranasacarase que é secretada  
por micro-organismos principalmente pertencentes à família dos Lactobacilos. 
(SCHIMEDELL, 2001). 
 
A dextrana é o primeiro polissacarídeo industrial produzido pelos 
lactobacilos, no caso o Leuconostoc mesenteroides, foi descoberta em 1880 em 
cana-de-açúcar, verificando que era responsável pelo espessamento e pela 
gelificação dos xaropes (CRESCENZI, 1995). Tem aplicação na indústria de 
alimentos como geleificante, espessante e estabilizante de alimentos. Possui alta 
capacidade de formação de hidrogéis, sendo usada nas indústrias de alimentos, 
biomédica, farmacêutica, petroquímica e biotecnológica. (OLIVEIRA, 2013; 
MONSAN et al., 2001 e MIBIELLI E MAUGERI, 1999). 
 
A dextrana produzida por bactérias probióticas tem despertado interesse 
na indústria alimentícia, pois é possível a produzir oligossacarídeos prebióticos pela 
hidrólise da dextrana, sendo um campo bastante novo, atraindo pesquisa e atenção 
industrial (KOTHARI et al., 2013). 
 
A linhagem de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299 produz dextrana 
contendo cerca de 30% de ligações α (1-6), esse tipo de ligação glicosídica é 
sintetizado pela enzima quando a maltose e sacarose são usadas como meio 
(MONSAN et al., 2000 e REMAUD-SIMEON et al., 1994). Na figura 1, e possivel 







Figura 1: Mecanismo da reação de dextranasacarase, na formação de dextrana 
(Adaptado de LEEMHUIS et al., 2013, apud KOTHARI et al., 2014) 
 
Atualmente, mesmo estando às pesquisas na área de biotecnologia 
evoluída para a produção de EPS, a quantidade de dextrana produzida é 
praticamente insuficiente para atender às solicitações das indústrias. Portanto, há a 
necessidade do isolamento e caracterização de novas linhagens microbianas 
produtoras de dextrana. 
 
As propriedades funcionais dos EPS estão ligadas ao seu comportamento 
e resistência à condições digestivas. Ele atua como prebiótico estimulando o 
crescimento da microbiota benéfica do cólon resultando na formação de ácidos 
graxos de cadeia curta e desempenham um papel na proteção contra câncer de 
cólon retal (GIBSON e ROBERFROID; 1995 e KORALI et al., 2006). Ruijssenaars, et 
al., (2000) relata que a biodegradabilidade do EPS é uma função fundamental em 






Os prebióticos são ingredientes alimentares não digeríveis, sendo 
resistentes ao ácido do estômago, sais biliares e enzimas intestinais. Estimulam 
seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias benéficas, tais como 
bifidobactérias e lactobacilos, cepas das quais são conhecidas por exibir 
propriedades promotoras da saúde (GIBSON & ROBERFROID; 1995). 
 
Com o intuito de avaliar a capacidade funcional destes prebióticos bem 
como sua capacidade de estimular a proliferação de linhagens probióticas foram 
criados modelos in vivo e in vitro que simulam as condições digestivas, para avaliar  
o comportamento simbiótico destes polímeros. O estudo in vitro deve simular as 
condições do trato-gastrointestinal, conforme as sequências da figura 2. 
 
 
Figura 2: Adaptação de diagrama das condições físico-químicas nas diferentes 
regiões do tratogastrointestinal humano (Fonte: MCCLEMENTS E LI, 2010). 
 
 
Molly et al., (1993) criaram o primeiro modelo de digestão in vitro conhecido 
como Human Intestinal Microbial Ecosystem (SHIME), para simular o sistema 
gastrointestinal humano, este modelo era tão complexo que utilizava substratos de 
fezes para estabilizar o comportamento das bactérias. Mais tarde Molly et al., (1996) 






com probióticos, criando as condições de simbiose necessárias para o estudo. 
Marteu et al., (1997) criaram um modelo baseado no SHIME para avaliar a 
sobrevivência de 4 tipos diferentes de bactérias acido-láticas. 
 
Posteriormente a analise in vitro; para quantificar os exopolissacarídeos 
resultantes da hidrólise, diferentes metodologias que envolvem a medição dos 
monossacarídeos liberados, podem ser usadas, como por exemplo, o método fenol 
sulfúrico, microscopia, cromatografia e ressonância magnética nuclear (SALAZAR, 
GUEIMONDE, REYES-GAVILÁN e RUAS-MADIEDO, 2016). 
 
O objetivo desta pesquisa foi avaliar in vitro o comportamento da dextrana α 
(1-6) em condições digestórias, analisando se houve alteração no perfil de glicose 
dos EPS e a estimulação da bifidogenia por Bifidobacterium animalis. 
 
2.0 MATERIAL E METÓDOS 
 
2.1 Metodologia de analise in vitro das condições digestórias 
 
A pesquisa foi realizada no Laboratório de Biotecnologia de Alimentos 
DCA/FEA/UNICAMP. A metodologia de análise foi baseado em Liserre, Ré e Franco 
(2007); Minekus et al., (2014) e Grosu-Tudor et al., (2013), criando as condições de 
pH, tempo de 6 horas em uma temperatura constante de 37°C (Figura 2). O 
equipamento utilizado foi banho Metabólico Orbital tipo Dubnoff (SPLABOR, Brasil) 
em agitação de a 150rpm, a cada transferência de fase foi coletada uma alíquota de 











• 5g da amostra 
• 25µL de CaCl (0,3M) 
• Amilase 2mg. 
• 5mL de água destilada 
• 2 minutos a 37°C. 









• (225 mL de NaCl 0,5%), adicionou em 10mL desta solução 3mg de pepsina 
e 1mg/L de lípase. 
• Ajuste para o pH 3,0 com HCl 1N e inseriu a amostra (fase bucal) 
• Incubou 150rpm (37°C) por 2h 











• Após 2 horas do início do experimento, ajustou para o pH 5,0 utilizando 
solução de fosfato de sódio pH 12 (150 mL de 1N NaOH; 14g de 
NaH2PO42H2O e água destilada q.s.p 1L) 
• Em seguida colocou 10g/L de bile e 1g/L de pancreatina 
• Segui a agitação 150rpm (37°C-2 horas) 






Fase Enterica II 
(Intestino 
Grosso) 
• Após 4 horas do início do ensaio ajustou para o pH 7,5, usando a mesma 
solução alcalina, ajustou–se ainda a concentração de bile (10g/L) e 
pancreatina (1g/L). 




FIGURA 3: Esquema da metodologia da digestão in vitro de expolissacarídeos 
produzidos por Lactobacillus paracasei ssp. paracasei isolado do queijo da Canastra 
 
2.2 Metodologia de análise de recuperação do EPS digerido e analise estrutural 
 
Para a recuperação dos exopolissacarídeos, congelou-se o digerido por 
24 horas, seguido de descongelamento e mantido a 4°C, precipitação com alcool 
absoluto (gelado) e centrifugação. 
 
O EPS precipitado foi submetido à diálise em membrana (Membra-Cell) 
em água destilada 100x o volume do precipitado por 2 horas. 
 
Após este período o EPS foi submetido à diálise para remoção dos sais. 
Foi realizada a evaporação para a etapa de remoção do álcool e excesso de água, 






Realizou-se coloração capsular (ADAMI, 2012) e observou no  
microscópio (Olympus CH2 com Câmera Polaroid DMC2), para avaliar alterações e 
o diâmetro da estrutura foi usado o software Qseries (Olympus CH2). 
 
A quantificação de glicose da amostra, foi realizada por cromatografia de íons 
acoplada ao detector amperiométrico pulsado (HPAEC-PAD), com a coluna 
Carbopac PA-1 para monossacarídeos, dissacarídeos e trissacarídeos a 30°C, 
usando a bomba Single Grad Degas e o software de Automação Cromatográfica 
Chromeleon 7.0 CHM-1, da DIONEX Corp, 2005. 
 
Os exopolissacarídeos são estruturas que se assemelham às fibras 
alimentares possuindo a mesma ação no trato gastrointestinal, possuindo ação 
fermentativa definida como prebióticos (MENEZES e GIUNTINI, apud COZZOLINO e 
COMINETTI, 2013). Desta forma não são digeríveis e nem energéticos, liberando 
pouco ou nenhuma glicose durante o processo de digestão. Com base no princípio 
que a molécula (EPS) deverá manter sua estrutura e o teor de glicose liberada em 
níveis mínimos, ou seja, nenhuma ou pouca liberação de glicose. Estabelecendo 
assim sua característica de resistência gastrointestinal; estes dois marcadores foram 
analisados. 
 
2.3 Capacidade bifidogênica do EPS digerido 
 
Para avaliação da capacidade bifidogênica foi utilizada uma cepa 
comercial Bifidobacterium animalis (BB-12® /Chr. Hansen A/S), reativada em caldo 
MRS em anaerobiose, seguido do teste de bifidogenia. Foram inoculados 2mL das 
linhagens probióticas em concentrações pré-determinadas (7,2 UFC/ mL) em 20mL 
de solução tamponada suplementado com 2mg dextrana recuperada da digestão.  
Os frascos foram incubados a 37 °C por 12 horas em condições de anaerobiose  
para então prosseguir com os próximos testes. Foi formulado o meio MRS sem fonte 
de dextrose como controle do experimento, ou seja, sem nenhuma fonte de carbono. 
E outro controle com 2mg de dextrana comercial (PHARMACOSMOS, Brasil) foi 
utilizado. Para quantificação foi realizado o método de diluição seriada. As amostras 
foram acrescentadas em sucessivas diluições e alíquotas de 1mL foram coletadas e 
plaqueadas em meio MRS pelo método Pour Plate. Foram incubadas a 37°C em 





A quantificação foi realizada através da contagem total. Foram realizadas 
contagens nos períodos de incubação de 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h. Durante o período 
de incubação foram analisadas os valores de pH do meio. O efeito bifidogênico foi 
demonstrado pelas diferenças observadas entre as contagens iniciais e finais (Δ 
logUFC.mL-1). 
 
3.0 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
A dextrana produzida pela cepa nativa de Lactobacillus paracasei ssp. 
paracasei isolado do queijo da Canastra, mostrou-se resistente ao teste de digestão 
in vitro, após 6 horas de simulação, conforme modelo baseado em Liserre, Ré e 
Franco (2007); Minekus et al., (2014) e Grosu-Tudor et al., (2013). As amostras 
submetidas à coloração Capsular e analisadas em microscopia revelaram que a 
amostra na fase bucal apresentou um diâmetro de 148.814µm, e no final da digestão 
um diâmetro de 142.699µm (figura 4), apresentando uma alteração de 6,12 µm da 
fase inicial para a final. 
 
Na fase gástrica (125.600µm) e fase instestinal I e II, houve uma diminuição 
do diâmetro da amostra (figura 4), no entanto quando se mediu o diâmetro do EPS 
recuperado (142.699µm), houve um rearranjo da molécula mantendo um diâmetro 
próximo ao inicial. O rearranjo fibrilar pode ocorrer em meio alcalino, que promove o 
realinhamento da fibra ao longo do eixo central da molécula (FARUK et al., 2010). 
Este rearranjo da dextrana pode ter ocorrido na fase intestinal II, onde o pH 7,5, e 
temperatura pode ter favorecido esta reação. Há poucos relatos na literatura 
científica sobre este realinhamento da fibra. 
 
Esta propriedade de rearranjo foi citada por Zief Morris et al., (1952), por uma 
dextrana α-(1-4), onde após uma hidrólise ácida houve um rearranjo da molécula em 
meio alcalino a 46°C. 
 
Ahrgren e Belder (1975) estudaram as reações da dextrana α-(1-6), em 
diversas reações de alquilação e acilação; na reação de acilação (substituição de 






Ebert et al. (1982) estudaram processos de hidrólise da dextrana em 
diferentes pH, temperatura e pressão; os resultados revelaram que apenas 1,5-2,0% 
da molécula podia ser hidrolisada, e que em pH 7,0 ocorria realinhamento 
(polimerização) da dextrana. 
 
Na figura 5, estão dispostos os resultados de análise de liberação de 
glicose durante o tempo de digestão (6 horas), de cada amostra coletada, nos 
respectivos tempos. Na fase bucal houve uma liberação de 5082,0 µg/g glicose, e na 
fase final, ou seja, do EPS (dextrana) recuperada foi de 5444,2 µg/g glicose, sendo 
uma diferença de 362,2µg/g glicose do inicio até ao final da digestão, 
 
Hongpattarakere et al., (2012) produziram EPS por Weissela Cibaria, 
Weissela confusa, Lactobacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus, em meio de 
cultura contendo sacarose. Os EPS foram submetidos à condições in vitro simulando 
as condições gástricas. Os resultados revelaram que os EPS eram resistentes ao 
ácido estomacal e à amilase pancreática. 
 
Grosu-Tudor et al., (2013), avaliou seis amostras de EPS produzidos por 
diferentes bactérias ácido-lácticas; analisou através de digestão in vitro, observando 
a liberação de glicose, bem como crescimento de linhagens probióticas, pH e 
consumo de substrato. Os resultados revelaram que as amostras contendo amido e 
amilopectina mostraram um aumento substancial de monômeros de glicose após a 
adição de pancreatina e amilase (2,5 mmg/glicose), e nenhuma liberação de 
monômero foram detectadas para a dextrana e inulina. 
 
Kothari et al., (2013), avaliou in vitro a dextrana produzida por Leuconostoc 
mesenteroides NRRL B-1426 e sua aplicação funcional. A dextrana adquiriu o status 
GRAS “alimento seguro” do FDA em 2013 (KOTHARI et al; 2014). 
 
De acordo com o European Commission Health & Consumer Protection 
directorate-General (2000), a dextrana sofre uma leve hidrólise no intestino delgado, 
mas nada significativo. No intestino grosso não há nenhuma hidrólise da molécula. A 
dextrana residual da digestão é fermentada, tendo ação prebiótica e produzindo 
ácidos carboxílicos. As dextranas são altamente resistentes ao ataque de enzimas 









Figura 4: EPS (dextrana α 1-6) produzida por de Lactobacillus paracasei 
ssp.paracasei, durante a simulação in vitro das condições gástrica (Imagens por 









Figura 5: Valores de glicose /amostra (dextrana α 1-6) liberada durante as fases da 
digestão in vitro 
 
Em estudo realizado por Salazar et al,. (2008) relatam que o EPS atuam 
como substratos fermentáveis para microrganismos, como as bifidobactérias 
intestinais modificando as interações entre a microbiota intestinal. 
 
Tabela 1: Avaliação de bifidogenia com Bifidobacterium animalis (BB-12® ) usando 
dextrana em 12 horas de incubação a 37°C em condições de anaerobiose. Valores 


























0 7,2 7,2 7,2 5,65 5,60 5,60 
2 7,23 8,6 6,0 5,46 5,56 5,45 
4 7,63 8,64 5,2 5,78 5,58 5,62 
6 7,75 8,39 5,7 6,4 5,48 5,48 
8 7,79 8,4 6,4 6,77 5,28 5,12 
10 7,82 9,76 6,75 5,88 5,19 5,20 
12 7,98 10,76 6,67 6,0 5,23 5,18 






A avaliação da bifidogenia revelou que o EPS (dextrana) tem capacidade 
de estimular o crescimento da linhagem Bifidobacterium animalis (BB-12® ), bem 
como acidificar o meio, conforme mostra os resultados na tabela 1. 
 
Korakli et al. (2002) usou EPS do tipo frutano produzido por L. 
Sanfranciscensis, para estimular a bifidogenia, e obteve sucesso no experimento. 
 
A maior parte dos prebióticos é de baixo peso molecular, já os 
exopolissacarídeos produzidos por bactérias ácido-lácticas são cadeias grandes de 
polissacarídeos. Esta estrutura alongada faz com que sua digestibilidade seja mais 
demorada, exercendo efeitos prebióticos em regiões do cólon mais distantes, 
quando comparados aos oligossacarídeos, que são mais rapidamente digeridos no 
cólon proximal (HARUTOSHI, 2013). 
 
Costa-Bravo et al., (2018) afirmam que a interação do EPS com  a 
mucosa intestinal e a bifidogênia esta ligada a receptores específicos aos 
carboidratos, sendo estes do tipo Toll-like (Tllr´s) e RIG-1-Like  ambos  contém 
lectina que ligam se aos EPS. Os receptores estão presentes na mucosa intestinal 
 
Os exopolissacarídeos tanto estimulam o crescimento de probióticos 
como também lhes confere fator de proteção contra o estresse fisiológico. Estudos in 
vitro simulando o TGI, usando EPS combinado com probióticos, revelam que os EPS 
protegem as linhagens. Stack et al., (2010) analisaram a capacidade do 
Lactobacillus paracasei NFBC 338 com EPS (β-glucano), de sobreviver tanto ao 
estresse tecnológico quanto ao gastrointestinal. Ensaios de estresse térmico e ácido 
revelaram que há uma proteção significativamente maior. 
 
Looijesteijn, et al., ( 2001) estudou a capacidade de EPS produzidos e por 
Lactococcus lactis, em proteger outra cepa isogênica de Lactococcus lactis  
MG1664, a fatores antimicrobianos, pH, temperatura e a enzima lisozima; os 
resultados revelaram que os EPS foram tolerantes a estas condições, bem como 
atuou como fator de proteção para a cepa Lactococcus lactis MG1664. A dextrana 
tem a capacidade de proteger a cepa probiótica durante a escassez de nutriente e 







A dextrana produzida por uma cepa nativa de Lactobacillus paracasei 
ssp.paracasei isolado do queijo da Canastra, após simulação gástrica in vitro, 
durante 6 horas mostrou ser resistente as condições de estresse fisiológico; 
liberando uma quantidade irrelevante de glicose durante a simulação. 
 
Mais estudos devem ser conduzidos com o objetivo de avaliar com minúcia 
aplicação da dextrana produzida por Lactobacillus paracasei ssp.paracasei, como 
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Este estudo visou isolar e identificar uma linhagem endógena do queijo da 
Canastra, da cidade de São Roque-Minas Gerais, Brasil. Avaliando sua capacidade 
probiótica e produção de exopolissacarídeos (EPS), seguida da caracterização do 
EPS e avaliar sua propriedade funcional. 
 
O queijo da Canastra é um produto típico brasileiro, que mantêm 
características especificas de produção, e ainda um elemento fundamental na 
economia da Região da Serra da Canastra, no estado de Minas Gerais (COSTA et 
al., 2013). 
 
A linhagem isolada do queijo da Canastra foi uma bactéria ácido-láctica 
identificada pela técnica molecular de espectrometria de massas, tratando-se de  
uma linhagem de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei. 
 
Bactérias acido-lácticas podem ser produtoras de exopolissacarídeos.  Os 
EPS são polímeros de alto peso molecular, com características prebióticas 
(ROBERFROID, 2008). 
 
Em sequência foi avaliada a capacidade da linhagem de Lactobacillus 
paracasei ssp. paracasei, em produzir exopolissacarídeos, através de um teste 
preliminar em sacarose (10%) e lactose(10%), o resultado revelou que o micro- 
organismo e produtor de EPS. 
 
Para uma linhagem de micro-organismo ser considerada probiótica, ela 
passa por testes que se devem seguir os seguintes critérios: definição do gênero, da 
origem, da estabilidade frente ao ácido estomacal e aos sais biliares, resistência a 
antimicrobianos, aderência à mucosa intestinal, colonização do trato gastrintestinal, 
capacidade de produzir compostos antimicrobianos e atividade metabólica no 
intestino (OLIVEIRA, et al., 2002). Com base nestes conceitos a linhagem de 
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, foi submetida ao teste in vitro de propriedade 
próbiotica, tendo como controle uma linhagem comercial de Lactobacillius 






paracasei ssp. paracasei, possui as características exigidas para ser considerado 
probiótico, uma vez, que resistiu ao pH ácido (2,5), sais biliares e exerceu ação 
antimicrobiana sobre linhagens patogênicas. 
 
No capitulo III, foi realizada a produção dos EPS por Lactobacillus paracasei 
ssp. paracasei, Biorreator, em condições controladas de anaerobiose durante 48 
horas. A caracterização química do EPS foi de através de análise  por 
espectroscopia de infravermelho (FT-IR) e por analise de ressonância magnética 
nuclear (RMN em 13C). O EPS foi caracterizado como uma dextrana α(1-6), em 48 
horas a produção foi de 3,25μg.mL-¹, valor bem acima quando comparado ao estudo 
de Gorret et al. (2001) que produziram 0,65 μg.mL-¹ de EPS totais após 60 horas de 
fermentação. 
 
Com objetivo de avaliar o comportamento da dextrana como prebiotico, ela foi 
submetida à condições digestórias in vitro por 6 horas. Durante o processo as 
amostras foram coletadas para analisar a estrutura, diâmetro por microscopia; e 
liberação de glicose por cromatografia de íons. Os resultados revelaram que houve a 
362,2µg/g glicose ao longo da simulação, e houve um rearranjo da estrutura da 
dextrana na fase entérica II do processo. Faruk et al., (2010) relata em seu estudo 
que em meio alcalino, a dextrana realinha ao longo do eixo central. 
 
Em seguida foi analisada a capacidade bifidogênica do EPS sobre a linhagem 
probiótica Bifidobacterium animalis, tendo como controle um meio sem fonte de 
dextrose e outro com dextrana comercial. A dextrana produzida por Lactobacillus 
paracasei ssp. paracasei estimulou crescimento da bactéria Bifidobacterium animalis 
em 7,98logUFC.ml -1. Salazar et al., (2016) e Korakli (2002) relatam que o EPS 
atuam como substratos fermentáveis para microorganismos, como as bifidobactérias 
intestinais modificando as interações entre a microbiota intestinal. 
 
Em síntese a dextrana α(1-6) produzida por Lactobacillus paracasei ssp. 











As Bactérias ácido-láticas probióticas são em sua maioria produtores de 
exopolissacarídeos. A linhagem Lactobacillus paracasei ssp paracasei DSM20312, 
isolada do Queijo da Canastra, após teste preliminar mostrou ser produtora de EPS, 
e também possuir características predominantes de uma cepa probiótica, resiste a 
condições de estresse fisiológico. 
 
O micro-organismo em questão após ser submetido às condições adequadas 
em meio adicionado de sacarose e outros carboidratos, em Biorreator em condições 
controladas, mostrou ser um bom produtor de exopolissacarídeos em maior volume. 
 
A técnica acoplada de congelamento, centrifugação, filtração e evaporação 
seguida de liofilização mostrou-se eficaz para obter uma amostra pura para análise 
estrutural. A caracterização em Espectroscopia FT-IR e pela Ressonância Magnética 
Nuclear 13C, revelaram que o EPS produzido tratava-se de uma dextrana α (1-6). 
 
Após simulação in vitro das condições digestórias a dextrana mostrou ser 
resistente à digestão, revelou ainda uma propriedade de rearranjo da fibra, que 
deverá ser mais estudada. E que também possui capacidade de estimular a 
bifidogenia. A dextrana tem potencial para ser aplicada como prebiótico. 
 
As perspectivas futuras para este estudo, é através de técnicas de hidrólise  
da dextrana produzir oligossacarídeos e avaliar sua aplicação e seu potencial 
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ANEXO 3: Declaração do Patrimônio Genético 
 
 
